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1. CiL METODIKY

Hodnoceni oplozenosti a vyvoje embryi je dllezitym nastrojem umoziujicim
dalsi management embryi. ,Lihfiai” se muze napfiklad rozhodnout, jakou
skupinu embryi upfednostnit nebo v pfipadé nevyvijejicich se embryi vyradit.
Predbézné Ize takto také odhadnout mnozstvi ziskaného pltdku. Cilem metodiky
je popsani postupu hodnoceni kvality jiker pfed oplozenim a prehled o vyvoji
a zplsobu uréovani vyvoje embryi jesetera divokého a albinotického zbarveni.
Obecné jsou albinotické jikry a embrya jesetera bilé bez jakéhokoliv kontrastu.
Urcovani oplozenosti a vyvoje je bez barveni prakticky nemozné. Tato metodika
nabizi postup hodnoceni albinotickych embryi pomoci dostupnych a v praxi
pouzitelnych kontrastnich a barvicich technik. Nevyvijejici se jikry jsou intenzivné
zbarveny a Ize tak velice jednoduse ur¢it jejich oplozenost. Navic pouzité barveni
zvySuje kontrast délici ryhy a Ize tak sledovat vyvoj jiz ve fazi ryhovani.

2. VLASTNIi POPIS METODIKY

2.1. Uvod

Jesetefi jsou velice vyznamné druhy ryb. Pfedpoklada se, Zze se tyto ryby
vyvinuly prfed 200 miliony lety a Ziji na Zemi od dob dinosaur(i v témér stejné
podobé, jako je zname dnes (Bemis a kol., 1997). Bohuzel dnes jsou jesetefi
podle Cervené knihy ohroZenych druhii nejvice ohroZzenou skupinou druhi na
svété (IUCN, 2010). To je zapfi¢inéno predevsim drancovanim jeseterl pro kaviar.
Chov jeseterd a produkce kaviaru v akvakulture je tedy povazovano nejen za
perspektivni oblast, ale také za zplsob ochrany jesetert. Celosvétova produkce
jeseter( vzrostla v poslednich letech z 2 500 tun v roce 1999 na 25 600 tun
vroce 2008 (FAO, 2008). U vyroby kaviaru Ize sledovat podobny trend. Ta vzrostla
z 1,7 tun v roce 2003 na 27,3 tun v roce 2007 (Wuertz a kol., 2009). Navic
vysoka cena kavidru zarucuje rentabilitu chovi jeseterd v akvakulture. Pficemz
kaviar z albinotické formy jesetera patfi k nejdrazsim na svété. Kilogram tohoto
vysoce kvalitniho ,zlatého kaviaru” mize stat podle Guinnessovy knihy rekord(
az 25 000 $ (Guinness world records, 2014).

2.2. Priprava jeseterid k vytéru

Vzhledem k pozdnimu dospivani a nepatrnému pohlavnimu dimorfizmu
u jeseterl je nutné provadét biopsii k ur¢eni pohlavi a zralosti oocytd (obr. 1a).
Oocyty odebrané trokarem jsou fixovany po dobu 24 h v Sérrové roztoku (slozeni
na 100 ml: 60 ml etanolu 96%, 30 ml formaldehydu 38%, 10 ml ledové kyseliny
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octové 99%). Poté se oplachnou pitnou vodou a rozfiznou v podélné roviné
zZiletkou. Hodnoceni polohy jadra se provadi pod stereomikroskopem. Detailné
je metoda odbéru oocytl a hodnoceni polohy jadra popsana v praci Kazanski
a kol. (1978), Rodina (2006) a Gela a kol. (2008). )iz v této fazi pfipravy k vytéru
je nutné modifikovat metodiku pro albinotickou formu jesetera. Rozpulené
jikry je nutné nabarvit 0,01% vodnym roztokem methylenové modfi po dobu
10 minut a znovu oplachnout vodou. Poté je mozné odecitat polohu jadra
podobné jako u jiker od divokych forem jesetera (obr. 1b).

Obr. 1. Biopsie oocytii jesetera malého (Acipenser ruthenus) albinotické formy (a)

(foto M. PSenicka) a barveny oocyt pro urceni polohy jddra (b) (foto M. Rodina).

Ryby pripravené k vytéru jsou umistény do bazén(, kde jsou postupné
adaptovany na teplotu 14-15 °C. Pét az sedm dni po ustaleni teploty jsou
samci oSetfeni jednorazovou vnitrosvalovou injekci suspenze kapfi hypofyzy
a fyziologického roztoku v davce 4 mg.kg' Zivé hmotnosti ryby. Optimalni
spermiace nastava pfiblizné po 36 hodinach od injikace. Sperma se odebira
kanylou zavedenou do chamovodu a poté se uchovava na ledu. Samice se
stimuluji vnitrosvalovou injekci suspenze kapfi hypofyzy ve dvou davkach. Prvni
davka je 0,5 mg.kg" zivé hmotnosti a po 12 hodinach nasleduje druha davka
4,5 mg.kg'. Ovulace jiker nastava pfiblizné po 42 hodinach od prvni davky, kdy
na dné bazénu mlzeme pozorovat ovulované jikry nebo jsou pripadné jikry
uvoliiovany po mirném zatlaceni na dutinu bfisni. Uméla reprodukce jesetert
je detailné popsana v metodice Gela a kol. (2008).

2.3. Obecny popis jikry jesetera

Ovulovana jikra se v zavislosti na druhu lisi velikosti a tvarem, napf. jeseter
rusky (A. gueldenstaedtii) ma jikru kulatého tvaru. Spise vejcity tvar ma pak



jikra napf. jesetera malého (A. ruthenus), jesetera sibifského (A. baerii), ¢i vyzy
velké (Huso huso). Velikost jiker jednotlivych druht je uvedena v tab. 1. Vétsina
druh jeseterd divokého zbarveni ma jikry s vyjimkou animalniho p6lu zbarvené
do bridlicovité Sedé barvy, zatim co jikry jesetera ruského maji pfirozené slabé
cihlovou barvu. Animalni pdl jiker jeseter( je vétSinou svétlejsi, ohrani¢eny
2 az 3 tmavymi kruhy. Bilé skvrny na animalnim pélu obvykle znaci prezralé
jikry. Jikry albinotickych forem jeseterl jsou bilé az svétle Zluté barvy. Variace
jsou casto odrazem v odliSnostech zralosti a stavu jiker (Dettlaff a kol., 1993).

Obal jikry jesetera se sklada z alveolarni vrstvy (L3), zona radiata externa
(L2), zona radiata interna (L1) a vrstvy kortikdlnich granuli. Obal jikry je
opatfen vyhradné na animalnim pélu nékolika mikropylarnimi otvory slouzicimi
k praniku spermie. Presto maji jesetefi, na rozdil od vétsSiny ryb, spermie
vybavené akrozomem, pficemz akrozom zde ma funkci pravdépodobné pouze
k ukotveni spermie v mikropylarnim otvoru (P3enicka a kol., 2010) (obr. 2a, b, c).

Obr. 2. Snimky mikropyldrniho otvoru jesetera sibifského (Acipenser baerii)
z elektronového mikroskopu. Snimek a) prinik spermie mikropyldrnim otvorem, b)
podélny fez mikropyldarnim otvorem, kde L1, L2 a L3 jsou obaly vaji¢cka a Sipky ukazuji
kortikdlni alveoly a c) pri¢ny rfez mikropyldrnim otvorem, kde L je obal vaji¢ka, sipky
ukazuji na posterolaterdini vybézky akrozomu ukotvujici spermii ve vajicku a N jadro
spermie (PSeni¢ka a kol., 2010).

Tab. 1. velikost neaktivovanych jiker jeseterovitych ryb (pfevzato z Dettlaff a kol., 1993).

Druh Prdmér (mm) | Druh Primér (mm)
Huso huso 3,6-4,0 A stellatus 2,7-3,2
H. dauricus 3,6-4,0 A. sturio 2,6-3,0
Acipenser transmontanus  3,5-4,0 A. baerii 2,5-2,7
A. gueldenstaedtii colchicus 3,2-3,8 A. oxyrhynchus 2,5

A. gueldenstaedetii 3,0-3,5 A. ruthenus 1,9-2,0
A. brevirostrum 3
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2.4. Oplozeni a odlepkovani jiker

Oplozeni a odlepkovani jiker je detailné popsano v metodice Gela a kol.
(2008). Ve strucnosti, 1 kg jiker je oplozovan 20-25 ml heterospermatu od
mli¢akd s nejkvalitnéjSim spermatem rozifedénym ve 4 | vody z lihné o teploté
15 °C. Po oplozeni vaji¢cka spermii nastava kortikalni reakce, ¢ili uvolnéni obsahu
kortikalnich granuli pod obalem a dalSimi mikropylarnimi otvory jikry. Obsah
kortikalnich granuli vytvari tzv. perivitelinni prostor, ktery blokuje pranik dalSich
spermii. Do 5 min po oplozeni zacinaji jikry jesetera lepit. Odlepkovani jiker se
provadi vétsinou po dobu 60 min pomoci plnotu¢ného mléka nebo suspenze
jilu podobné jak popisuje Gela a kol. (2003) u jiker lina obecného. Pfipadné Ize
pouzit v riznych kombinacich i 0,04% roztok taninu (kyseliny tfislové). Pouziti
taninu je ovSem zavislé na kvalité vody a koncentraci rozpusténych kovl ve
vodé. Tanin tvofi s témito kovy komplexy, coz ma za nasledek vytvrdnuti oball
jiker a komplikace pfi kuleni plidku (Takeda a kol., 2002).

2.5.Vyvoj embrya

2.5.1. Ryhovani

Vyvoj embrya zacind oplozenim jikry spermii a kon¢i stadiem larvy pfi
pfechodu na exogenni vyZivu. Rané faze vyvoje jsou podobné vyvoji bezocasych
obojzivelnik. Embrya jeseter(i podléhaji podobné jako bezocasi obojzivelnici
holoblastickému ryhovani. Pfi holoblastickém ryhovani dochazi ke vzniku
mensich stejné velkych blastomer na animalnim poélu a na vegetativnim pélu
dochazi k nesymetrickému ryhovani, pfi kterém vznikaji vétsi blastomery. Prvni
délici ryha se tvofi od animalniho a postupuje k vegetativhimu pélu. Druha
ryha se pak formuje kolmo k prvni ryze. V dobé, kdy druha ryha dosahne
ekvatorialni roviny, dochazi teprve u prvni ryhy k propojeni na vegetativnim
polu. Po druhém ryhovani je pak embryo rozdélené na 4 stejné blastomery. Dalsi
ryhovani pak nemusi byt vzdy zcela pravidelné a velikosti blastomer se mohou
do jisté miry lisit. Blastomery na animalnim poélu davaji vzniknout veSkerym
somatickym bunkam, zatimco vegetativni pdl se vyviji ve zloutkovy vacek
obsahuijici velké Zloutkové granule s lipidovymi inkluzemi ur¢enymi k vyzivé
embrya. Kromé toho obsahuje vegetativni pdl prekurzory zarode¢nych bunék,
budoucich gamet (Saito a kol., 2014). V této fazi vyvoje je animalni pél lehce
pigmentovany, zatimco vegetativni p6l je spise tmavy (Dettlaff a kol., 1993).
Embryo se pfirozené orientuje animalnim pélem vzhiru. Stadium ryhovani je
nejvhodnéjsim obdobim pro hodnoceni oplozenosti jiker (obr. 3).



Animalni pol Boc¢ni pohled Vegetativni pol

0 h, pfi 15 °C

2,5 h, pii 15 °C

3 h, pti 15 °C
5,5 h, pfi 15 °C

Obr. 3. Ryhovdni embryi jesetera malého (Acipenser ruthenus) (foto Z. Linhartovd).

2.5.2. Abnormalni vyvoj embrya

Nejc¢astéjsi pfi¢inou abnormalné se ryhujicich jiker je polyspermie (t;j.
proniknuti vice spermii do vajicka) a partenogenetické ryhovani (ryhovani
neoplozeného vajitka). Polyspermie mize byt zplsobena kombinaci vétsiho
mnoZstvi mikropylarnich otvor( ve vajicku a pouZziti pfilis velkého mnozZstvi

-10 -
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spermii k oplozeni. Dale zde hraje roli i kvalita gamet. Polyspermické ryhovani
se nejcastéji projevuje vznikem tfi, ale nékdy také 5 az 6 nepravidelnych
blastomer pfi prvni fazi ryhovani (obr. 4a). Partenogenetické ryhovani se také
projevuje nepravidelnym ryhovanim, ale nepravidelnd je v tomto pripadé i délka
ryh. Délici ryhy se v tomto pripadé vétSinou neprofiznou ani do vegetativni
¢asti jikry (Dettlaff a kol.,, 1993). Béhem nasich experimentl se vétsina
embryi vykazujicich polyspermické ryhovani dale vyviji s rGznymi vyvojovymi
vadami. Partenogeneticky se ryhujici jikry jsou pak neZivotaschopné a jejich
vyvoj se zastavuje ve fazi ryhovani okolo 32 bunék (obr. 4b). Z naSich
zkuSenosti vyplynulo, ze nékteré samice jsou schopné produkovat az 100 %
partenogeneticky se ryhujicich jiker, v pfipadé kdy nedojde k oplozeni. Je tedy
dulezité tento faktor nepodceriovat. Zavérem tohoto odstavce je tfeba dodat,
Ze polyspermie nebyla u jeseterl prozatim védecky prlkazné podlozena
a jedna se tedy pouze o hypotézu.

2,5 h, pti 15 °C 6 h, pti 15 °C

Obr. 4. Abnormdiné se vyvijejici embrya. Polyspermické ryhovdni u jesetera malého
(Acipenser ruthenus) (a) a partenogenetické ryhovdni (b) u jesetera sibifského (Acipenser
baerii) (foto M. PSenicka).

2.5.3. Blastulace

V této fazi vyvoje jsou jednotlivé blastomery animalniho polu jiz
nerozeznatelné a animalni pdl se pak jevi hladkym a na povrchu embrya se
objevuje pigment (Conte a kol., 1988). V animalni ¢asti dochazi ke vzniku
blastocelu (prvotni dutiny) a desynchronizovanému déleni bunék, coz vede
k distribuci bunék do dvou zarodecnych lista: epiblast (prekurzor ektodermu)
a hypoblast (prekurzor endodermu a mesodermu). Na konci faze blastulace
vznika vyrazné rozhrani mezi svétlym animalnim pélem a tmavé pigmentovanym
vegetativnim polem, kde jsou stdle rozliSitelné blastomery (Dettlaff a kol.,
1993) (obr. 5).

-117 -



22 h, pfi 15 °C
Obr. 5. Embryo jesetera malého (Acipenser ruthenus) ve stadiu blastuly (foto M.
Psenicka).

2.5.4. Gastrulace

Toto obdobi je charakteristické bunéénymi presuny a vznikem
zarodecnych vrstev. V ekvatorialni roviné dochazi ke vzniku pigmentovaného
pasu, nasledovaného vyvojem prvoust (blastoporu), tzv. srpku (obr. 6).
Prostfednictvim blastoporu dochazi k involuci, pfi které se hypoblast invaginuje
(vchlipuje) do dutiny blastocelu pres dorzalni ¢ast blastoporu a tvofi dva
zarodecné listy, endoderm a mesoderm. Masa bunék, které nemigruji dovnitf
embrya a pokryvaji tak jeho povrch, se nazyva epiblast, ze kterého se vyviji
ektoderm. Blastocel se béhem involuce zmensuje, az Uplné zanikd a dochazi
k tvorbé prvostieva (druhé embryonaini dutiny). Béhem této faze obristaji
buniky epiblastu (animalniho poélu) celou plochu vegetativniho pdlu embrya
(tzv. epibolicky pohyb bunék), coz se vyznacuje ustupovanim tmavého
vegetativniho poélu a rozsifovanim svétlého animalniho polu (Dettlaff a kol.,
1993). Pri pokryti 2/3 povrchu embrya svétlou casti se blastopor uzavira
a dochazi k formovani tzv. zZloutkového bodu (Conte a kol., 1988) (obr. 7).
Epibolicky pohyb bunék epiblastu pokracuje pres vegetativni oblast, ¢imz se
Zloutkovy bod zmen3uje, az uplné zmizi a z plvodnich prvoust zdstava jen
mala Stérbinka. S tim je spojeny vznik dorzalni osy vyznacujici se tenkou ryhou

28 h, pfi 15 °C
Obr. 6. Vznik tzv. blastoporu (Sipka) u jesetera malého (Acipenser ruthenus) (foto
T. Saito).

-12 -
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s jemné pigmentovanymi liniemi (Dettlaff a kol., 1993). V této fazi se méni
tézisté embrya. To se orientuje vyvijejici se hibetni stranou nahoru. V obdobi
mezi koncem gastrulace (formovani Zloutkového bodu) do za¢atku neurulace
je embryo nejcitlivéjsi k otfestim (Conte a kol., 1988).

34 h, pti 15 °C

Obr. 7. Embryo jesetera malého (Acipenser ruthenus) ve fdzi Zloutkového bodu (foto
T. Saito).

2.5.5. Neurulace
Ve fazi rané neurulace se vyviji Sirokd neurdlni ploténka s neurdlnimi
valy, které se postupné zvedaji dorzalnim smérem a pozdéji splyvaji, az
vytvori neurdlni trubici. Objevuji se zaklady prvoledvin (pronefros), které se
b&hem vyvoje rozsifuji a posunuji k hlavé. Podél trupu jsou vytvareny somity
(mesodermalni segmenty). Vyviji se hlava a zaklady oc¢i. Na konci této faze je jiz
embryo vyrazné clenité a vytvari zaklad ocasu (obr. 8) (Dettlaff a kol., 1993).

54 h, pti 15 °C

77 h, pfi 15 °C
Obr. 8. Embryo jesetera malého (Acipenser ruthenus) ve fdzich neurulace (Sipka

oznacuje pronefros) (foto Z. Linhartova).

-13-



2.5.6. Stadium pred lihnutim

V dal3i fazi vyvoje se vytvari srdce a zacina bit. Pfi mechanickém podrazdéni
jiz reaguji svaly trupu zasSkubem. Zacinaji byt patrné zaklady sluchovych
a Cichovych organll a oc¢i. Podél trupu se vyviji ledvinové kanalky ustici do
mocové papily. Ocas se zakladem ploutevniho lemu se dorzoventralné zplostuje
(Dettlaff a kol., 1993).

Ocas se ve fazich pred lihnutim pfriblizuje k srdci (obr. 9), az se pozdéji
dotkne hlavy, ocas a kaudalni ¢ast trupu se zacinaji napfimovat (Conte a kol.,
1988). Od papily az k okraji zZloutkového vacku je patrné pigmentované strevo.
Ploutevni lem se rozsifuje. Sluchové organy, nosni jamky a o¢i jsou jiz jasné
viditelné (Dettlaff a kol., 1993).

96 h, pii 15 °C

Obr. 9. Embryo jesetra malého (Acipenser ruthenus) ve fdzi pred lihnutim (ocas se

priblizuje k srdci a trup se zacind naprimovat) (foto Z. Linhartova).

2.5.7. Lihnuti

K uvolnéni plidku z jikry dochazi aktivhim pohybem, vétSinou ocasem
napred. Nejvétsi ¢ast pladku se kuli vétSinou druhy az tfeti den od prvniho
kuleni v zavislosti na teploté a zplsobu odlepkovani. Nakonec se ,dokuluje”
méné zivotny pladek (Gela a kol., 2012).

-14 -
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Lihnouci se embryo ma 55 az 60 somit (obr. 10), vyrazné o¢i a nosni
jamky, trup se narovnava a konec ocasu se mirné zveda. Srdce na ventralnim
povrchu zloutku cerpa cervené krvinky pomoci Cuvierovych trubic (Dettlaff
a kol., 1993).

Obr. 10. Larva jesetera malého (Acipenser ruthenus) (foto M. Psenicka).

2.6. Hodnoceni kvality jiker

Kvalitou jiker muizeme rozumét souhrn jejich vlastnosti, které jsou
predpokladem k jejich ispésnému oplozeni, vzniku zygoty, Zivotaschopného
embrya, larvy, jez za¢ne pfijimat vnéjsi potravu. Nékdy je téz takto definovana
kvalita oznacovana jako biologicka kvalita jiker. Vzhledem k tomu, Ze biologickou
hodnotu jiker neni mozné exaktné urcit pred oplozenim, pfichazeji ke slovu
metody odhadu kvality na zakladé pfimo pozorovatelnych nebo méfitelnych
vlastnosti. Metody Ize rozdélit na makroskopické a mikroskopické.

2.6.1. Makroskopické hodnoceni kvality jiker

Makroskopicky mlzZzeme hodnotit: barvu jiker, velikost jiker, konzistenci,
mnozstvi jikrné tekutiny, pfitomnost pfimisenin, pfipadné parazitd. Jikry
jeseterovitych jsou obecné tmavé, neprihledné, od cerné barvy po rdzné
odstiny Sedé az po zelenoSedou s rlizné zvyraznénym animalnim pdélem, na
kterém je casto patrna svétla tecka s prstencem. Barva je druhové specificka,
ale i v ramci druhu mohou byt rozdily. Z hlediska praktické pouzitelnosti je
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tfeba, aby barva jiker byla homogenni, pfitomnost jiker lisicich se barvou
muUze ukazovat na jikry nestejnomérné dozralé, respektive prezralé jikry, coz je
pomérné casté v pripadé resorpce nevytienych jiker v pfedchozim vytérovém
cyklu. Typickym znakem prezralych jiker je svétlé mramorovani. Vyjimku v barvé
tvofi albinotické ¢i xantorické formy jeseterl, které maji zralou ovulovanou
jikru bilou, popt. nazloutlou az zlutou.

Velikost jiker je druhové specifickd a pfiklady jsou uvedeny v tab. 1. V rdmci
druhu je velikost zavisla predevsim na stafi generacnich ryb, pficemz starsi
jikernacky majici za sebou vice vytérovych cykld maiji jikru vétsi. Konzistence
vytienych jiker, mnozstvi a vzhled jikrné tekutiny jsou dobrym ukazatelem
pfi odhadu kvality jiker a odrazeji predevsim fyziologicky probéhlou ovulaci,
dobu od ovulace a techniku vytéru. Jikrna tekutina je vazka hlenovita bezbarva
tekutina, ktera tvofi 5-10 % hmotnosti vytfenych jiker a jde castecné
z vytfenych jiker slit. Jikry jsou lepivé, ale Ize je ve vodé rozmichat a lepit znovu
zacdinaji pfiblizné za 5 min po aktivaci. Jednotlivé jikry maji byt soudkovitého
tvaru, pruzné, za sucha se jednotlivé jikry obtizné oddéluji od sebe. Vétsi
mnozstvi jikrné tekutiny spolu s jeji vodnatou konzistenci ¢asto ukazuje na
prezralé jikry, tedy jikry jiz delSi dobu ovulované. V tomto pfipadé jsou jikry
lehce oddélitelné od sebe, s postupujicim ¢asem od ovulace jikra mékne,
neni pruzna, nedrzi tvar a ma tendenci se slepit. Naopak ,sucha” jikra vytfena
témér bez jikrné tekutiny mlze byt vytfena brzy, silou, velmi ¢asto je mozné
v takovych jikrach nalézt utrzky gonad s neovulovanou jikrou, popft. vazivovy
zaklad ovaria i s oocyty ve 2. stadiu. Velké i malé mnozstvi jikrné tekutiny maze
byt ukazatelem snizené schopnosti oplozeni vytfenych jiker. Seda barva jikrné
tekutiny ukazuje na pfitomnost tukovych kapének, které mohou pochazet bud
z rozpadlych ¢i pfi vytéru rozmackanych jiker, nebo z nevstiebané tukové tkané
gonad. NarGzovéla barva navic indikuje pfitomnost krve. V obou pfipadech
jde o nechtény a nefyziologicky stav a Ize olekavat zhorSenou kvalitu jiker.
Pfitomnost pfimisenin v jikrdch ukazuje spiSe na zplsob a zvladnuti vytéru,
pfesto mohou sekundarné ovlivnit schopnost oplozeni jiker. Pfimiseninami
mohou byt vykaly, krev, voda, sliz, pfipadné néktefi endoparazité zijici v télni
dutiné jeseter(. Krev nepredstavuje pro kvalitu jiker nebezpedi a ukazuje jen
na nefyziologicky stav — poranéni vyvodnych cest, gondd nebo jinych organt
télni dutiny. Voda a sliz mohou zpUsobit aktivaci jiker a tim jejich znehodnoceni
nebo sniZzeni schopnosti oplozeni, ac¢koliv jikry jeseterovitych jsou schopné
oplozeni po dobu nékolika minut od aktivace vodou (PSenic¢ka a kol., 2010).
Vykaly mohou provokovat lepivost.

Pfitomnost parazit(, jako je napf. jeseterovka listovd Amphilina foliacea ve
vytienych jikrach je v rdmci akvakulturnich chovl pomérné vzacna a obvykle
nepUsobi problémy.
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2.6.2. Mikroskopické hodnoceni kvality jiker

Patnact minut po aktivaci vodou se alveolarni vrstva (L3) a zona radiata
externa (L2) za¢ind oddélovat od zona radiata interna (L1) (obr. 11). Tento proces
Ize jednoduse sledovat pod béZnym stereomikroskopem se spodnim osvétlenim
a probiha pouze u jiker schopnych oplozeni (obr. 12). Mizeme ho tedy vyuzit
k prvnimu objektivnimu hodnoceni kvality jiker. Jikry, u kterych nedochazi po
aktivaci vodou k oddélenivrstev, nejsou schopné oplozeni a vyvoje. Vyuziti tohoto
procesu neni oviem vhodné pro hodnoceni oplozenosti, jelikoz se jikrné obaly
podobné oddéluji i u neoplozenych jiker. Toto hodnoceni je mozné provadét jak
pro albinotické tak pro divoce zbarvené jikry. Tohoto prostoru mezi vrstvami Ize
vyuzit napt. i pro mechanické oddéleni vrstev L3 a L2 od jikry (pomoci pinzet) pro
snazsi hodnoceni vyvoje ¢i mikromanipula¢ni techniky.

=}

Obr. 11. Fotografie obalti jikry jesetera sibifského (Acipenser baerii) pofizené
transmisnim elektronovym mikroskopem pred aktivaci vodou (vlevo) a 30 min po
aktivaci vodou (vpravo), kde dochdzi k oddélovdni zevnich obalt (L3 a L2) od vnitiniho
obalu (L1) priléhajiciho k cytoplasmé vajicka (C) (foto M. Psenicka).

Obr. 12. Hodnoceni kvality jiker jesetera malého (Acipenser ruthenus) pomoci

spodniho svétla stereomikroskopu po 30 min od aktivace vodou. Fotografie vlevo ukazuje
albinotické jikry a snimek vpravo jikry divokého zabarveni (foto M. PSenicka).
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2.7. Hodnoceni oplozenosti jiker a vyvoje embryi

Faze ryhovani je idealni pro prvni hodnoceni oplozenosti jiker (jeseter maly
4-6 hodin pfi 15 °C). Spravné nacasovani hodnoceni oplozenosti jiker udava
graf 1. K hodnoceni oplozenosti se posuzuje 50 az 100 embryi z jednoho
inkuba¢niho pfistroje. V ptipadé jiker jesetera s divokym typem zabarveni postaci
k vyhodnoceni bézny stereomikroskop s hornim zdrojem svétla. Je oviem tieba
rozliSovat normalni vyvoj od abnormalniho (polyspermie, partenogeneze).
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Graf 1. Zévislost zaédtku fdze ryhovdni na teploté vody u jesetera malého (Prevzato
z Dettlaff a kol., 1993 a Gela a kol., 2012).

Od faze blastuly je vizudlni hodnoceni vyvoje embryi narocnéjsi. S jistotou
mGzeme potvrdit vyvoj embrya az podle Zloutkového bodu. Ten se oviem
nachazi na vegetativnim pélu a je proto nutné embrya obracet. Navic, jak jiz
bylo feceno, v obdobi formovani Zloutkového bodu embryo prechazi do stadia
nejcitlivéjSiho k otfesim a tedy i manipulaci. Od faze neurulace je pak vyvoj
embrya dobfe patrny i na animalnim pdélu a embryo opét pfichazi do stadia
méné citlivého k otfestim.
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Graf 2. Vyvoj embrya jesetera malého (Acipenser ruthenus) pfi riznych teplotdch.
Krivka | - po&dtek gastrulace, kfivka Il - konec gastrulace, kfivka Ill - vznik neurdini
trubice, kfivka IV - pocdtek kuleni. (Pfevzato z Dettlaff a kol., 1993 a Gela a kol., 2012).

2.8. Hodnoceni vyvoje embryi albinotické formy jesetera

V pripadé inkubace embryi albinotické formy jesetera je ve vétsiné pfipada,
kde neni délici ryha dostatecné kontrastni, nutné pouzit barveni. Béhem nasich
experimentl byla pouzita fada barviv jako napt. methylenova modt, trypanova
modi, neutrdlni ¢erveni a akridinova zlut. ZvySeni kontrastu délici ryhy Ize
docilit po 30 min barveni 0,01% roztokem vSech zminénych barviv, v pfipadé
Ze embryo pred barvenim tzv. “dechorionujeme”, respektive odstranime dvé
zevnéjsi vrstvy (L3 a L2) pomoci pinzet. Timto postupem zajistime nejrychlejsi
a nejvhodnéjsi podminky pro hodnoceni celého vyvoje embrya, jiz od stadia
ryhovani (obr. 13). Postup je ovsem vzhledem k nutnosti dechorionace relativhé
narocny.
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Obr. 13. Dechorionovand a obarvend embrya jesetera malého (Acipenser ruthenus)
albinotické formy ve stadiu ryhovdni po dechorionaci. Prvni fotografie (a) ukazuje
dechorionaci embryi. Na druhé fotografii (b) jsou rozdily v kontrastu délici ryhy pred
a po obarveni metylenovou modri, dalsi fotografie (c, d, e) pak ukazuji fadze ryhovani
a 4 bunék a vznik blastoporu (foto M. PSenicka).

V dobé kdy jsou embrya na zacatku faze gastruly, zacinaji neoplozena,
polyspermaticka a partenogenetickd embrya vétSinou hynout. Od tohoto stadia
Ize pozorovat prvni zjevné rozdily v intenzité zabarveni, pficemz vyvijejici se
embrya methylenou modi odbouravaji a jsou tak svétlejsi nez uhynuld embrya.
Béhem dalSiho vyvoje jsou pak rozdily mezi vyvijejicimi se a uhynulymi embryi
vyraznéjsi a Ize je hodnotit pouhym okem (obr. 14).

Obr. 14. Dechorionovand a obarvend embrya jesetera malého (Acipenser ruthenus)

albinotické formy ve stadiu rané neurulace (vlevo) a pozdni neurulace (vpravo).
Fotografie ukazuji vice zbarvend uhynuld embrya a méné zbarvend vyvijejici se embrya
(foto M. PSenicka).
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Alternativou postupu je barveni jiker bez nutnosti dechorionace. Cast
jiker, ur¢ena pro hodnoceni procenta oplozeni a vyvoje, je po oplozeni
a odlepkovani inkubovana s 0,001% roztokem methylenové modfi (relativné
slaba koncentrace barviva), nejlépe na Petriho miskach ve stejné vodé a pfi
stejné teploté jako ostatni jikry. Na konci ryhovani jsou vdechna embrya slabé
zbarvena do modra, nebot jikrné obaly absorbuji velké mnozstvi barviva. Proto
je tfeba koncentraci barviva pfipravovat presné, aby nedoslo k prebarveni
oball embrya. Prvni zjevnd zndmka vyvoje obarvenych albinotickych embryi
bez nutnosti dechorionace je tvorba blastoporu (obr. 15).

Obr. 15. Obarvend embrya jesetera malého (Acipenser ruthenus) albinotické formy ve

stadiu vzniku blastoporu (foto M. PSenicka)

3. SROVNANI ,NOVOSTI POSTUPU”

Metoda umélé reprodukce jesetert je popsana v metodice Gela a kol. (2008)
a vyvoj embryi jesetera je detailné popsan pomoci nakrest v knize Dettlaff
a kol. (1993) a ¢astecné v metodice Gela a kol. (2012). Oviem sledovani vyvoje,
jakoz i uréeni oplozenosti jiker albinotické formy jesetera doposud nebylo
mozné. Tato metodika popisuje vyvoj a ukazuje redlné fotografie vyvoje embryi
jesetera, podle kterych mize chovatel jeseterd posoudit kvalitu embryi. Dale
noveé popisuje proces oddélovani jikrnych oball tésné po aktivaci jiker vodou,
kterym Ize hodnotit kvalitu, potazmo schopnost oplozeni jiker. Pomoci barveni
popsaného v této metodice Ize navic hodnotit vyvoj albinotickych jiker.
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4. POPIS UPLATNENI CER TIFIKOVANE METODIKY

Metodika je uréena pro chovatele jesetert. Ti mohou pomoci této metodiky
hodnotit kvalitu jiker a vyvoj embryi jeseterli divoké i albinotické formy.
Hodnoceni kvality jiker jesté pfed samotnym oplozenim mize pomoci chovateli
pfi vybéru jiker v pfipadé malého mnozstvi kvalitniho spermatu. Procento
oplozenych normalné se vyvijejicich embryi umoznuje dalsi management
embryi pfi inkubaci. Lihfial se mize takto rozhodnout jakou skupinu jiker ¢i
embryi upfednostnit nebo vyradit. Pfredbézné Ize takto odhadnout mnozstvi
ziskaného pladku.

5. EKONOMICKE ASPEKTY

Naklady na zavedeni postupu

V pfipadé pozorovani jiker a embryi pouze hornim svétlem postaci
stereomikroskop v hodnoté cca 20-30 tis. K& Pro hodnoceni kvality jiker
je zapotrebi stereomikroskop také se spodnim osvétlenim (cca 40 tis. K¢).
Hodnoceni embryi jesetera albinotické formy lze provadét az po barveni
methylenovou modii (100 g za cca 1 500 K¢), coz stac¢i na cca 1 000 |
koncentrovanéjsiho barviciho roztoku. Pro rychlou metodu uréeni vyvoje
albinotickych jiker jsou potfeba dvé jemné pinzety k odstranéni prvnich dvou
povrchovych obald jikry (cca 500 K¢).

Ekonomicky pfinos pro uzivatele

Ekonomicky pfinos zalezina objemu produkce a kapacité chovatele jeseter(.
V pfipadé ze bude mit chovatel obsazené vSechny inkubacni pfistroje a bude
se muset rozhodnout, jakd embrya upfednostnit k inkubaci, mize spravnym
rozhodnutim usetfit/vydélat desitky az stovky tisic K¢ Podle metodiky Gela
a kol. (2008) mGzeme ocekavat hmotnost jiker na Urovni 10-15 % hmotnosti
vytirané ryby. Napf. u jesetera malého, nejmensiho druhu jesetera, to mlze byt
cca 150 g (10 % z 1,5 kg ryby), coz je cca 18 000 jiker (v 1 g 110-120 jiker).
V pripadé oplozené albinotické jikry se mize cena pohybovat okolo 5 K¢ za kus,
coz déla 90 tis. K¢ za jikry od jedné ryby inkubované na jednom inkuba¢nim
pfistroji. Z téchto vypoctu je pak evidentni, Ze spravny management s jikrami
a embryi je ekonomicky velmi dllezity.
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